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ABSTRAKT 
Tato bakalářská práce se zabývá studiem penetrace huminových látek přes rostlinné 
kutikuly. Cílem práce bylo vypracovat literární rešerši na téma foliárního hnojení a studia 
transportu látek do listů rostlin. Na základě této rešerše byla následně navržena a otestována 
metoda zabývající se studiem průniku huminových látek skrz listové kutikuly. Vlastní 
experimenty byly zaměřeny na sledování difúze huminových kyselin mezi dvěma 
nereaktivními agarosovými gely, které byly odděleny listovou kutikulou. Ta byla pro měření 
získána pomocí tří zvolených izolačních metod.  
ABSTRACT 
This bachelor’s thesis is focused on the study of penetration of humic substances trough 
the plant cuticle. The main objective of the thesis aimed at a literature search on foliar 
fertilization and transport of substances in the plant leaves. According to the literature search, 
experimental technique was suggested and tested in order to study penetration of humic 
substances through the leaf cuticle. The method consists of observation of diffusion transport 
of humic acids between two inert agarose gels separated by the plant cuticle. Cuticles were 
prepared by the means of three different isolation procedures. 
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1 ÚVOD 
Huminové látky jsou všude kolem nás. Jsou součástí přírodní organické hmoty a vyskytují 
se například v půdě, v rašelině, v lignitu, v hnědém uhlí, v přírodních vodách či  
v sedimentech. Již v dávných dobách si lidé všimli, že humus má významný vliv nejen na 
půdu, ale i na samotné rostliny. Působení těchto látek totiž vedlo ke zvýšení úrodnosti půdy, 
stabilizaci půdních agregátů a velmi blahodárně působilo na rostliny, ať už na jejich růst, 
odolnost či kvalitu. 
S odstupem času a rozvojem vědy a techniky bylo zjištěno, že součástí humusu jsou právě 
huminové látky. Tyto látky je možné na rostlinu aplikovat prostřednictvím postřiků, 
rozprašovačů apod.. Začaly tedy být kladeny otázky, jakým způsobem tyto látky mohou půdě 
či rostlinám pomáhat. Zda-li dochází k vytvoření vrstvy na povrchu listu, která nějakým 
způsobem daný list vyživuje, nebo zda-li látka prochází přímo do struktury listu, kde na něj 
pozitivně působí. Kdyby byla prostupnost látek skrze rostlinnou kutikulu, tedy do listu, 
prokázána, motivovalo by to další výzkum transportu humnových látek v listech.  
Penetrace skrze rostlinnou pokožku byla prokázána u mnoha látek, ať už se jednalo  
o fungicidy, herbicidy či jiné pomocné složky sloužící k ochraně a výživě rostliny. Proto bylo 
jako téma této práce zvoleno studium na schopnost penetrace huminových látek resp. 
lignohumátu do listů. 
Při popisu a experimentálním studiu transportu aktivních látek do listů se autoři běžně 
zaměřují pouze na kutikuly, nacházející se na povrchu rostliny, protože jakmile dojde 
k prostupu látky touto tenkou vrstvou, dojde k průniku i do samotného listu. Pro možnost 
izolace rostlinných kutikul se využívá řada metod, a to konkrétně metody enzymatické, 
chemické a mechanické. 
Tato bakalářská práce je zaměřena na testování různých metod separace listové kutikuly  
a dále na návrh a otestování metody pro vizuální i objektivní studium průniku lignohumátu 
skrze kutikulu.  
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Huminové látky 
Termín „humus“, který byl původně převzat od Římanů, se dříve používal pro označení 
půdy. Později byl tento pojem používán pro pojmenování půdní organické hmoty a kompostu 
nebo pro různé části této organické hmoty. V současnosti se pod pojmem huminové látky 
rozumí sloučeniny, které jsou součástí humusu a které byly vytvořené chemickými, 
fyzikálními a biologickými procedurami transformací převážně rostlinných a živočišných 
zbytků. Tento proces se často udává pod názvem humifikace. O hlavní definici humusu, jako 
rozložené organické hmoty, se můžeme dočíst již z roku 1761 [1], [2]. 
První studie zabývající se původem a chemickým charakterem huminových látek (HL) 
vypracoval Sprengel v roce 1839 [2], [3]. Ve stejném roce k dalšímu výzkumu přispěl také 
švédský vědec Berzelius [4]. Jeho hlavním přínosem byla izolace dvou světle žlutě 
zbarvených frakcí huminových látek z minerálních vod a bahna bohatého na oxidy železa [5].  
V této době byly huminové látky brány pouze jako součást neživé přírody,  
ale v posledních desetiletích se podařilo prokázat, že HL se vyskytují i v játrech lidí a zvířat, 
v trávicím traktu a dokonce i v krvi [6] – [9]. Výsledky některých publikovaných prací také 
naznačují, že tyto látky nemusí vznikat pouze rozkladem organických látek, ale také 
biosynteticky, protože Ghabbour [10] vyizolovala HL z hnědé řasy (lat. Pilayella littoralis)  
a Radwan a kol. potvrdili přítomnost huminových kyselin v dalších dvou mořských rostlinách 
[11], [12]. 
2.1.1  Definice a dělení huminových látek 
Huminové látky můžeme definovat jako přirozeně se vyskytující biogenní heterogenní 
organické látky, které mohou být žluté až černé barvy. Tyto látky vznikají vlivem chemické, 
fyzikální či mikrobiologické přeměny biopolymerů, procesem zvaným humifikace [2].  
Huminové látky tvoří hlavní část organické hmoty, protože představují klíčovou složku 
organických materiálů, jako je například půda, rašelina, lignit, hnědé uhlí, přírodní vody  
a sedimenty. Huminové látky představují 80 % z celkového uhlíku v suchozemském  
a 60 % ve vodném prostředí. Přítomnost HL byla analyzována i v půdách v Antarktidě, kde 
proces humifikace probíhá velmi specifickým a odlišným způsobem na rozdíl od ostatních 
kontinentů, což je zejména dáno odlišnými klimatickými podmínkami [5]. 
Od dob svého objevení se huminové látky staly předmětem studia mnoha vědců. Tento 
zájem vedl ke zjištění nových poznatků o struktuře, fyzikálních a chemických vlastnostech  
a jejich možné aplikaci v praxi. Huminové látky byly dle své odlišné acidobazické 
rozpustnosti rozděleny do tří skupin (viz. Obr. 1):  
1. huminové kyseliny (HK), 
2. fulvinové kyseliny (FK), 
3. huminy (HU) – nerozpustné zbytky. 
rozpustné humusové fragmenty 
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Obr.1 Schéma rozdělení huminových látek v závislosti na jejich rozpustnosti [2]. 
2.1.2  Charakterizace huminových látek 
Během let 1900 – 1940 byly obnoveny snahy o klasifikaci huminových látek a určení 
jejich chemické podstaty a struktury. Největším přínosem byly poznatky vědce Odena 
[13], [14]. Ten huminové látky klasifikoval na:  
1. humusové uhlí, 
2. huminové kyseliny, 
3. hymatomelanové kyseliny, 
4. fulvinové kyseliny. 
Humusovým uhlím se rozuměly huminy, které vystihovaly popis dle Berzelia a Muldera. 
Jednalo se o podíl nerozpustný ve vodě, v alkoholu a v alkáliích.  
Pod pojmem huminové kyseliny se rozuměl tmavě hnědý až šedý materiál, který byl 
rozpustný v bazických roztocích, ale nerozpustný v kyselých prostředích. Tento materiál 
obsahoval kolem 58 % uhlíku. 
Hymatomelanové kyseliny, dříve nazývané také jako Hoppe – Seyler, představovaly frakci 
huminových látek rozpustnou v alkoholu. Tyto kyseliny jsou složkou kyselin huminových, ze 
kterých jsou izolovány extrakcí v alkoholu. Hymatomelanové kyseliny se projevují světlejším 
zbarvením než HK a obsahují okolo 62 % uhlíku. 
Fulvinové kyseliny se zase vyznačují žlutým až žlutohnědým zbarvením. Oden [13], [14] 
tyto látky izoloval ultrafiltrací vody z močálu [15]. 
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Současné dělení huminových látek má poněkud jinou podobu. To již bylo uvedeno 
v předchozí kapitole (viz. 1.2). Huminové látky jsou tedy rozděleny do tří frakcí dle své 
schopnosti rozpouštět se v alkalických nebo kyselých médiích.  
Huminové kyseliny (viz. Obr. 2) patří mezi nejdůležitější část huminových látek. Jedná se 
o látky, které jsou rozpustné v alkalických roztocích a v kyselých prostředích dochází naopak 
k jejich vysrážení. Tím se odlišují huminové kyseliny od fulvinových kyselin. Při separaci 
těchto kyselin musí být dodržena podmínka, kdy pH musí být menší než 2. 
 
Obr. 2 Modelová struktura huminové kyseliny [2] 
Fulvinové kyseliny (viz. obr. 3) jsou rozpustné v alkalických i kyselých prostředích. 
Schopnost FK rozpouštět se je tedy zachována v celém rozsahu pH. 
  
Obr. 3 Modelová struktura fulvinové kyseliny [2] 
Huminy jsou zbytky huminových látek, které není možné rozpustit v kyselinách ani 
zásadách [5]. 
Přestože jsou huminové látky směsí různorodých frakcí, základní chemická struktura všech 
složek je velmi podobná. Prvkové složení HL je založeno především na C, H, O, N a S. Tyto 
hlavní prvky se ve struktuře HL nacházejí vždy bez ohledu na původ HL [2], [16]-[18]. 
Konkrétní relativní zastoupení jednotlivých prvků je ovšem určeno celou řadou faktorů. 
Předpokládá se, že vztahy mezi obsahem uhlíku a kyslíku, kyselosti a stupněm polymerace se 
mění se zvyšující se molekulovou hmotností. Právě nízká molekulová hmotnost fulvinových 
kyselin vede k tomu, že tato sloučenina obsahuje nižší obsah uhlíku, ale zato obsahují více 
funkčních skupin kyselé povahy, obzvlášť skupiny typu –COOH. FK se vyznačují z hlediska 
acidity vyšší kyselostí, která dosahuje hodnot 900 – 400 meq/100g. Tím se FK odlišují od 
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huminových kyselin, které mají poměrně vysoké molekulové hmotnosti, ale jejich kyselosti se 
pohybují v rozmezí 400 – 870 meq/100 g [1]. 
Ve strukturách FK se kyslík nachází v podobě funkčních skupin typu –COOH, –C=O nebo 
–OH. U huminových kyselin je kyslík nejen součástí těchto skupin, ale je vázán  
i na aromatickém jádře [5]. 
V tabulce (viz. tab. 1) jsou shrnuty chemické vlastnosti huminových látek. Z této tabulky je 
patrné, jak se od sebe odlišují fulvinové a huminové kyseliny. O další charakteristice 
huminových látek dále vypovídá schéma jejich barevnosti (viz. Obr. 4), které znázorňuje 
barevnou odlišnost jednotlivých huminových látek. 
Polymerní model HL je často nahrazován představou těchto látek jako strukturních 
asociátů nízkomolekulárních prekurzorů, ve kterých jsou poměrně spolehlivě vystiženy 
základní makroskopické charakteristiky HL [12]. 
Tab. 1 Chemické vlastnosti huminových látek [2] 
 
 
Obr. 4 Schéma barevnosti huminových látek 
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2.1.3 Vznik huminových látek  
Procesy vedoucí ke vzniku HL jsou nepřetržitě studovány už od doby jejich objevu 
Achardem na konci 18. stol. [19]. Tyto látky bezpochyby vznikají prostřednictvím rozkladu 
rostlinných tkání v důsledku makrobiotického anabolismu, katabolismu nebo z kombinace 
obojího. Po tuto dlouhou dobu vznikla řada teorií (viz. Obr. 5), mezi něž patří cukr-aminová 
kondenzační teorie, ligninová teorie a polyfenolová teorie [20]. 
 
Obr. 5 Schéma mechanismu vzniku kyseliny huminové [1] 
2.1.4 Vyuţití huminových látek 
Huminové látky, jak již bylo zmíněno, jsou součástí půdy a vznikají vlivem chemických, 
fyzikálních či mikrobiologických přeměn. Stálým předmětem výzkumu mnoha vědců je 
kromě jejich struktury, fyzikálně-chemických vlastností také možnost jejich aplikace v praxi 
[2]. 
Klíčovou složkou huminových látek jsou kyseliny huminové, které patří k důležitým 
biologickým a ekologickým materiálům. HK našly uplatnění zejména ve čtyřech odvětvích, 
kterými jsou: zemědělství, životní prostředí, průmysl a biomedicína.  
Přirozené funkce huminových kyselin jsou využívány zejména v oblasti zemědělství, kde 
například díky své molekulové struktuře napomáhají k rozbíjení hlíny a zpevnění půdy. HK 
dále pomáhají při přenosu stopových prvků z půdy do rostlin, zvyšují retenci vody, klíčení 
semen a penetraci, také umožňují stimulaci rozvoje mikroflóry populace v půdě [21]. Tyto 
kyseliny se vyznačují schopností zpomalení odpařování vody z půdy, čehož se využívá ve 
velmi suchých nebo písčitých oblastech, ve kterých má půda omezenou schopnost zadržet 
dostatek vlhkosti [5]. Zemědělská aplikace HK se ovšem neomezuje pouze na rostlinnou 
výrobu. HK mohou být podávány perorálně savcům, čímž dojde ke snížení adsorpce těžkých 
kovů a stejně tak dojde i ke snížení toxicity pesticidů [1], [22]. Tyto sloučeniny můžou být 
podány jak profylakticky, tak terapeuticky zvířatům a to i březím bez jakýchkoli rizik [23].  
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Širokého uplatnění se HK dočkaly i v oblasti životního prostředí, kde se zejména uplatňují 
jejich vynikající sorpční vlastnosti. Jsou schopny na sebe vázat nejen těžké kovy, ale i jiné 
jedovaté či jinak škodlivé látky, jako jsou pesticidy, polycyklické sloučeniny, detergenty  
a další [6]. 
V průmyslovém odvětví bývají tyto kyseliny používány jako sorbenty těžkých kovů, které 
zamezují otravě půdy či jiného prostředí. Z ekonomického hlediska se tyto sorbenty mnohem 
levněji čistí, a také díky své vysoké funkčnosti jsou schopny mnohem větší absorpce, než  
je tomu u klasických sorbentů typu aktivního uhlí nebo jílu [5]. HK se velmi často používají 
také ve stavebnictví, kde fungují jako přídavné látky do cementů, u kterých pak kladně 
ovlivňují disperzitu a smáčivost. Dále se používají jako aditiva brusných kapalin, u kterých 
ovlivňují viskozitu. Dalšího uplatnění se také dočkaly v oblasti koželužen, textilií  
a papírenství. Vhledem k tomu, že fungují také jako iontoměniče, tak se často využívají jako 
náplně do chromatografických kolon [24]. 
Studium huminových kyselin se doposud zaměřovalo pouze na chemii půdy a možné 
aplikace v zemědělství, ale dnes má již mnohem širší zaměření a to především ve vztahu 
k lidskému zdraví. Z výzkumu bylo zjištěno, že HK projevují obdobnou aktivitu jako heparin 
nebo estrogen, dokonce byly zjištěny pozitivní výsledky na léčbu rakoviny dělohy 
laboratorních zvířat. Řada derivátů HK byla označena také jako terapeutika [26], [27]. Další 
poznatky byly objeveny ve vztahu s DNA, která vedla k mutagenezi [28], [6].  
Huminové kyseliny jsou látky, které mají široké uplatnění a to nejen v těchto čtyřech 
oblastech, ale i v kosmetickém průmyslu, potravinářské chemii, biomedicíně a jiných.    
2.2 Foliární hnojení 
Kolem roku 1950 došlo k prudkému rozvoji hnojiv v oblasti zemědělství, což vedlo ke 
snížení kvality životního prostředí, půdy, řek a jezer. Široká veřejnost se zejména začala 
obávat dopadu při působení pesticidů a fungicidů, používaných v zemědělských podnicích, na 
životní prostředí a potraviny.  
Dnes je již jisté, že používání fungicidů v rámci intenzivního zemědělství má značný vliv 
na dlouhodobé udržení zásob potravin. Foliární hnojení např. fosfátů a draselných solí 
vyvolalo systémovou ochranu proti rostlinným patogenům u různých druhů plodin, jako jsou 
okurky, kukuřice, růže, vinná réva, jablko, mango aj. [29]. 
Všechny rostliny absorbují živiny prostřednictvím svých listů, stonků a pórů, což jsou malé 
průduchy na povrchu těla rostlin. Rostliny jsou schopny tímto způsobem absorbovat až 20krát 
více látek, než je tomu v případě výživy z půdy. Foliární hnojení chrání rostliny před suchem, 
teplem, chladem, mechanickým poškozením, poškozením hmyzem a různými chorobami 
[30].  
2.2.1 Dělení hnojiv a definice foliárních hnojiv 
V dnešní době snad „neexistuje“ zemědělec, který by nevyužíval hnojiv pro zlepšení 
kvality rostlin a plodů. A jak je známo, rostliny potřebují v různých obdobích svého růstu  
a rozvoje odlišný typ hnojiva.  Proto by se proces hnojení měl stát pravidelnou a optimální 
pracovní činností po celý rok [31]. 
Hnojiva dělíme do 7 druhů [31]: 
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1. dusíkatá: přispívají k silnému růstu stonků, listů a stvolů, ale při předávkování mají 
nežádoucí vliv (náchylnost k plísním a houbám,…). 
2. fosforečnanová: urychlují růst a prodlužují dobu kvetení rostlin, zajišťují tvorbu 
zdravých a mohutných kořenových soustav. 
3. draselná: přispívají k růstu rostlin a kvetení. Spolu s fosforečnanovými hnojivy 
napomáhají zdravému vzhledu květů u okrasných rostlin.   
4. organická: posilují zeminu a snižují kyselost, zlepšují aretaci. Hnůj i humus jsou 
cenné dusíkaté látky. 
5. mikrobiologická: obsahují komplexní mikroorganismy a produkty potřebné pro 
rostliny. Ovlivňují rozvoj rostliny, kvetení a přispívají k zlepšení vrstev zeminy.  
6. univerzální. 
7. listová (foliární). 
Foliární hnojení můžeme definovat jako proces aplikace kapalného hnojiva na rostliny za 
pomocí sprejů nebo rozprašovačů. Může jít o proces aplikace hnojiva rozpustného ve vodě na 
rostliny prostřednictvím sprejů, které jsou schopny svými listy absorbovat nanášené živiny.  
Foliární hnojení může být také definováno jako proces aplikace kapalného hnojiva, které 
slouží pro zvýšení hustoty živin popř. jejich nedostatku v půdě a na rostlinách. Tento způsob 
hnojení má až z 90 % vyšší účinnost příjmu živin, než je tomu u klasické půdní aplikace. 
Vzhledem k tomu, že se jedná o hnojiva rozpustná ve vodě, umožňují okamžitou výživu 
rostliny. Půdní změny, zahájené aplikací hnojiva a jeho schopnosti slučování se s prvky 
obsaženými v půdě, můžou trvat ale  i několik dní.  
Vynikající vlastností rostlinných hnojiv je schopnost stimulace rostliny k vytvoření tzv. 
výpotků nebo-li výměšků z kořenů, které vyvolají vznik mikrobů, které přispívají k výživě 
půdy. Foliární spreje jsou zodpovědné za zvýšení chuti, sladkosti a minerálů v plodech [32].  
2.2.2 Mechanismus foliárního hnojení 
Na první pohled se zdá, že listy rostlin jsou orgány, jejichž úkolem je výroba organických 
materiálů procesem fotosyntézy. Zatímco plyny oxidu uhličitého a kyslíku jsou produktem 
asimilace a dýchaní, které jsou vylučovány prostřednictvím průduchů a mezibuněčných 
mezer, voda a minerální soli jsou dodávány skrz kořínky [33]. 
Existují tedy 3 základní cesty pro vstup vyživujících látek do rostlinné tkáně [34]: 
1. pomocí průchodů, 
2. přes kůži prostřednictvím hydrofilních pórů, 
3. plasmodesmou (ale jen některé typy rostlin).  
Listový příjem živin závisí na druhu rostlin, na jejich stavu, růstu, složení, dále závisí na 
charkteru vyživujích látek a faktorech prostředí, jako je teplo, chlad, UV záření atd.   
Během několika posledních desetiletí se stalo více než zřejmé, že absorpce anorganických  
a organických materiálů může probíhat i na povrchu listů. Což bylo překvapivým zjištěním, 
protože povrch listu byl brán jako průniku neschopný. Na základě výzkumu bylo prokázáno, 
že průnik rozpuštěných látek probíhá přes kořeny a mnohem více přes listy rostlin. Od té doby 
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došlo k velkému rozvoji listových postřiků, listové absorpce a loužení. Stejně tak začala velmi 
prudce vzrůstat výroba látek pro  výživu listů zejména, regulátory, pesticidy a živiny [33]. 
2.2.3 Problémy foliárního hnojení 
Foliární postřiky na začátku své éry velmi často způsobovaly zpomalení procesu 
fotosyntézy a snížení produkce plodin. Na tyto problémy by mohl mít vliv velikosti 
nástřikových kapiček, teplota okolí, pH, koncentrace a vlastnost smáčení rozpuštěných látek. 
V roce 1978 se vědec Neuman rozhodl tuto problematiku řešit. Předmětem jeho výzkumu 
se staly hnojiva obsahující ve svých sloučeninách prvky N, P, K a S, které způsobovaly 
rozsáhlá poškození (spálení) membrán buněk u listů. Bylo tedy nutné identifikovat 
mechanismus foliárních hnojiv a jejich nežádoucí vliv na povrch rostlin. Laboratorní test se 
skládal ze 4 minutových vakuových infiltrací prováděných na ploše 0,3 cm listového 
segmentu. Pak bylo využito UV absorbujícího materiálu, ze kterého byla zjištěna koncentrace 
hnojiv způsobující příznaky poškození (viz. Tab. 2).     
Tab. 2 Koncentrace látek způsobující poškození listů 
Prvek obsaţený v 
hnojivu 
Interval 
koncentrace (g/l) 
N 3,5 – 31  
P 3,8 – 11  
K 12,2 – 22  
S 6,4 – 8,2 
Cílem výzkumu byl také prokázání vztahu mezi příčinami poškození, jako jsou pH, 
molarity, vodivosti a osmotický potenciál a zkušebním roztokem. V závěru ale nebyly 
nalezeny žádné důkazy [35]. 
2.3 Charakterizace šíření látek skrz rostlinnou kutikulu 
Aktivní látky, které slouží např. pro ochranu nebo výživu rostlin, bývají na listy nanášeny 
prostřednictvím různých rozprašovačů. Tento proces průniku látek je obvykle uskutečňován 
prostupností skrze ochranné vrstvy dovnitř listů, kdy se tyto účinné látky musí stát biologicky 
aktivními. Jedná se o čistě fyzikální proces, který je možné popsat a analyzovat stejným 
způsobem, jako je tomu zvykem např. při studiu prostupu látek syntetickými polymerními 
membránami. 
Listový příjem je složitý proces, který závisí na několika ovlivňujících se parametrech. 
Rozsáhlou studii, která pojednává o šíření látek přes rostlinné kutikuly, napsal Schönherr 
v roce 2006 [36].  Mobilita účinné látky je ovlivněna druhem rostliny. Extrakce vosku z listu 
zvyšuje pohyblivost rozpuštěných látek, přičemž selektivita není ovlivněna. Pohyblivost 
v rámci rostlinné kutikuly je závislá na teplotě. Nárůst mobility může být také způsoben 
urychlovači, které zvyšují tekutost vosku a polymerního matrixu tedy kutinu. 
Vlivy teplot a změkčovadel na šíření ve vosku a kutinu byly diskutovány při popisu 
povahy lipofilních drah. Dle teorie, zvané free volume, se používá pro vysvětlení šíření 
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velikost a tvar rozpuštěné látky v závislosti na teplotě. Pomocí termodynamických analýz 
bylo později zjištěno, že dráhy mají fyzikálně-chemickou povahu [37]. 
2.3.1 Funkce rostlinné kutikuly 
Suchozemské vyšší rostliny mají povrch listů pokryt horní a spodní rostlinnou pokožkou -
 kutikulou, která má za úkol zabránit nekontrolované ztrátě vody [38] . Povrch listů rostlin je 
vystaven nejen abiotickým vlivům, jako jsou např. sluneční záření, vítr či déšť, ale taky 
interagují s mikroby, houbami nebo hmyzem [39], [40].  
Rostlinná pokožka je první a zároveň hlavní překážkou při kontaktu 
agrochemikálií s rostlinou. Aby pronikající látka byla schopna podpořit biologickou aktivitu 
rostliny např. růst, kvalitu listů, plodů, celkově zdravý vzhled, musí se stát biologicky aktivní, 
aby byla schopna prostupu skrze tuto bariéru [37]. 
 
Obr. 6 Listová kutikula [41] 
2.3.2 Struktura rostlinné kutikuly 
Všechny části rostlin v atmosféře jsou potaženy vrstvou lipidových materiálů, které snižují 
ztrátu vody a napomáhají blokovat průnik patogenních hub a bakterií. Hlavní složky, které 
povlaky tvoří, jsou kutin, suberin a vosky.  
Kutin je látka, která především chrání nadzemní části rostlin, suberin zase napomáhá 
k ochraně podzemních částí a vosky jsou spojeny s oběma. 
Kutin je makromolekulární látka (polymer), který se skládá z mnoha dlouhých mastných 
kyselin, které se spojují s dalšími za vzniku esterových vazeb a vytváří tak trojrozměrné sítě. 
Kutin je tedy tvořen mastnými kyselinami s hydroxylovou nebo epoxidovou skupinou, které 
se nachází buď ve středu řetězce, nebo na jeho konci (viz. Obr. 7).  
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Obr. 7 Mechanismus vzniku kutinu [42] 
Kutin je hlavní složkou rostlinného povrchu. Jde o vícevrstevnou vylučovací strukturu, která 
tvoří vrstvy vnější buněčné stěny epidermisu na nadzemních částech všech rostlin.  
Pokožka se skládá z horní, střední a spodní vrstvy.  Horní vrstva je tvořená z vosku, střední 
vrstva z kutinu, který je vázán ve vosku a tvoří tak tzv. vlastní kutikulu. 
Nakonec spodní vrstva je tvořená z kutinu a vosku s příměsi pektinových látek, celulózy  
a sacharidů, které vytváří celek zvaný kutikulární vrstva. Částí pokožky jsou také lipidové 
polymery, které jsou složeny z uhlovodíků s dlouhým řetězcem, který se nazývá kutan (viz. 
Obr. 8). 
 
Obr. 8 Průřez struktury listu [42] 
Vosky jsou komplexní směsi s dlouhým řetězcem acyl lipidů, které jsou extrémně 
hydrofobní. Jsou tvořeny z alkanů a alkoholů obsahující 25 až 35 uhlíků v řetězci  
(viz. Obr. 9). Součástí struktury jsou také aldehydy, ketony a estery. Vosk, který tvoří vnější 
vrstvu pokožky, může často krystalizovat ve složité struktury, které mohou být tyčinkových, 
trubkových nebo deskových tvarů. 
 
Obr. 9 Mechanismus vzniku vosků [42] 
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Suberin je polymer tvořený z mastných kyselin, které obsahují hydroxidové nebo 
epoxidové skupiny, které jsou spojeny esterovou vazbou. Od kutinu se odlišuje přítomností 
dikarboxylových skupin, delšími řetězci a přítomností fenolických skupin, jako součást jeho 
struktury (viz. Obr. 10). 
 
Obr. 10 Mechnismus vzniku suberinu [42] 
Kutin, suberin a jejich přidružené vosky tvoří bariéry mezi rostlinou a jejím okolím. Slouží 
k udržování vody a zamezuje průniku patogenů z venčí. Pokožka je velmi účinná pro omezení 
ztráty vody, avšak nepředstavuje dokonalou izolaci, protože prostřednictvím pórů dochází k 
„pocení“ rostliny, která určité procento vody odpařuje.  
Tloušťka pokožky je závislá na podmínkách okolního prostředí, např. domácí rostlinné 
druhy mají v suchozemských oblastech tlustší kutikuly než ty, které se nachází ve vlhčích 
oblastech [42].  
2.3.3 Penetrace skrz rostlinnou kutikulu 
Penetrace rostlinou kutikulou je založena na třech krocích [38]: 
1. sorpce do kutikulárních lipidů, 
2. šíření skrz kutikulární membránu, 
3. desorpce do apoplastů (volný difúzní prostor vně plazmatické membrány) 
v kutikulárních buňkách. 
Rychlost průniku závisí na mobilitě rozpuštěných látek v kutikule a hnací síle. Mobilitu je 
možné změřit pomocí jednostranné desorpce od vnějšího povrchu, tato metoda se označuje 
jako UDOS a je založená na faktu, že kutikuly jsou asymetrické a jsou rozděleny do dvou 
funkčních vrstev, kterými jsou vlastní kutikula (tzv. limiting cuticle) a sorpční prostor.  
V kutikule byla studována sorpční kapacita a mobilita rozpuštěné látky a to v místě  
limiting cuticles, které představují asi 10 % celkové hmotnosti kutikulární membrány. Poté 
byly provedeny studie sorpčního prostoru pod kutikulou, který zaobírá asi 90 % hmotnosti 
kutikulární membrány. Když byly výsledky porovnány, zjistilo se, že sorpční schopnost  
i mobilita v sorpčním prostoru je mnohem vyšší než u limiting cuticles [43]. 
Látky jsou tedy aplikovány na kutikulární membránu a jsou následně sorbovány 
v sorpčním prostoru, jakmile jsou rovnoměrně rozděleny, pak jsou v rámci sorpčního prostoru 
jednostranně desorbovány. 
Naměřené hodnoty mobility rozpuštěné látky jsou brány jako rychlostní konstanty 
desorpce k
*, které jsou nezávislé na rozdělovacím koeficientu, ale jsou přímo úměrné na 
difúzním koeficientu ve vnější voskové kutikule. Pro výpočet byl využit vztah: 
 socols llkD 
*   –12 s  m  , (1) 
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kde socols ll   je délka cesty difuze v limiting cuticles.  
Pokud má být určena pouze propustnost látky P, pak do ní zahrnujeme i sorpční procesy 
rozpuštěné látky. Vztah pro výpočet permeability P je dán:  
  
x
KD
P


 , (2) 
kde D je difúzní koeficient látky procházející vnější voskovou kutikulou, K je rozdělovací 
koeficient procházející látky a x  je tloušťka membrány. 
Výhodou této metody je, že příspěvek mobility a rychlosti penetrace látky přes kutikulu 
může být určen samostatně, vzhledem k tomu, že měření rychlostních konstant desorpce jsou 
nezávislé na rozdělovacím koeficientu. Rychlost desorpce je brána dle kinetiky prvního řádu, 
kde ale záleží na rozpustnosti a mobilitě rozpuštěné látky [45]. 
2.4 Metody izolace rostlinné kutikuly 
Při studiu penetrace „jakékoli“ látky přes listy rostlin se většinou zjišťuje některý  
z transportních parametrů, mezi něž patří permeabilita (P), rychlostní konstanta (k*) či difúzní 
koeficient (D) – viz. rovnice (2).  Veškeré experimenty týkající se penetrace se provádí přes 
izolované kutikulární membrány, avšak při těchto pokusech se často může objevit řada 
problémů. Ty jsou dány tím, že prostup materiálu jednotlivými kutikulami, disky listů  
a vlastně i samotnými listy se značně odlišuje [46]. 
Průnik aktivních látek přes listy hraje důležitou roli v jejich systémové činnosti. 
Transkutikulární průnik přes tkáně listů hraje důležitou roli při aplikaci živin, herbicidů, 
růstových látek, systémových a lokálních insekticidů a fungicidů. Například transkutikulární 
pohyb fungicidů byl studován od počátku éry systémových sloučenin [47].  
Tento průnik a další systémový pohyb strukturou listu je ovlivněn řadou faktorů, mezi něž 
patří vlastnosti molekul, vlastnosti rostlin, jako například morfologie listu, metabolická 
aktivita, vlhkost a jiné. Velmi významnou roli hrají také vnější podmínky jako například 
teplota nebo vlhkost [46].  
Aby bylo vůbec možné průnik látky uskutečnit a následně vyhodnotit potřebné parametry, 
je nutné rostlinné kutikuly nejdříve separovat. Izolace rostlinné kutikuly může být prováděna 
prostřednictvím trojího způsobu a to chemicky, enzymaticky a mechanicky. 
2.4.1 Enzymatická izolace rostlinné kutikuly 
Právě enzymatická izolace je jednou z nejšetrnějších metod pro separaci rostlinné kutikuly. 
První, kdo se zabýval izolací rostlinných kutikul, byl Orgell, který o svých poznatcích 
pojednává ve článku z roku 1955 [48]. 
A) Metoda dle W. H. Orgella 
Tato metoda [48] byla založena na vyražení disků o průměru 1,8 cm z čerstvých listů. 
Takto připravené listy byly zality 2 ml pufru, který obsahoval enzym pektinasu a 100 ppm 
Mertiolatu, který zde sloužil jako dezinfekční prostředek. Izolace nejlépe probíhala 
v přítomnosti 0,1 M acetátového pufru, jehož pH se pohybovalo v rozsahu 3,5 až 4,5  
a koncentrace přítomného enzymu byla okolo 2 až 3 hmotnostních procent.   
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Pro lepší zachycení disků u dna kádinky, bylo využito zatěžkání drátěným sítkem, které má 
v závěru ještě jednu funkci a to tu, že slouží k lepšímu odstranění buněčných zbytků.   
Pro lepší vstřebávání enzymu do tkáně listu bylo využito přerušovaného vakua. Kádinky 
obsahující infiltrované listy byly poté umístěny na rotační třepačku (100 rpm – 2,5 cm 
poloměr otáčení), která urychlovala rozklad. Při stálé teplotě 35 °C jsou enzymy schopny 
nejlepšího vstřebávání přes voskovou stranu listu, jinak by k průniku docházelo pouze na 
hraně disku.  
Po rozkladu byly izolované kutikuly a pletiva ponechány na sítu, odkud byly smyty vodou. 
Po třech až čtyřech opakováních došlo k úplnému odstranění buněčných pozůstatků. 
Izolované kutikuly byly ponořeny do vody, která obsahovala 100 ppm Merthiolatu. 
Pro tuto metodu byly testovány dva typy enzymů. Prvním z nich byl enzym 19 a druhým 
pektinasa. Ta se nakonec ukázala jako nejvíce vyhovující enzym a to ne jen z důvodu 
rychlejší izolace rostlinné kutikuly, ale i díky své efektivní schopnosti rozkládat nepoddajné 
typy buněčných stěn. 
 Tuto metodu aplikoval na rozsáhlou řadu různých druhů listů, které roztřídil do skupin 
podle schopnosti penetrace pektinového enzymu do listů. U některých typů došlo k proniknutí 
enzymů po 3 až 12 hodinách, spadají sem Convolvulus arvensis, Peperomia sp., Filodendron 
sp. či Vinca major. U jiných druhů listů se průniku nedočkal, pouze se na jejich povrchu 
objevily rozsáhlé skvrny. Skupina, která byla schopna rozkladu po 12 hodinách až 3 dnech, 
zahrnovala dále druhy Citrus sp., Coprosma sp., Nicotina glauca, Prunus armeniaca a 
persica aj.  
Orgell pro své experimenty použil mladé, avšak zralé listy, protože ze svých pozorování 
zjistil, že pro izolaci rostlinné kutily je mnohem lepší a výhodnější vybírat listy, které jsou 
plně vyvinuté, ale přitom mladé. Důvodem je lepší oddělení epidermální stěny od kutikuly, 
kdy u starších listů může nastat problém v odstranění buněčných zbytků nebo k izolaci 
nemusí dojít vůbec. U mladých listů bylo zjištěno, že integrita je vynikající, protože je 
spojena jen s krátkým vystavením vůči škůdcům, chorobám, poškozením vlivem větru nebo 
bouří [48]. 
B) Metoda dle L. Schreibera a J. Schönhera 
Na tuto metodu [48] navazují další vědci, kteří se zabývají permeabilitou vody  
a rozpuštěných látek rostlinnými kutikulami, kterými jsou L. Schreiber a J. Schönher [46]. 
Zpočátku prováděli izolaci kutikul dle Orgellovy metody, kterou se později rozhodli upravit  
a rozšířit o vlastní experimentální poznatky.  
Izolace rostlinné kutikuly a její závislosti na podmínkách prostředí 
Pro přípravu izolačního roztoku obsahujícího pektinasu houbového původu bylo zjištěno, 
že je možné využít pektinasu používané na ovoce a vinařský průmysl. Tento typ enzymu je 
levnější a přitom dosahuje stejných výsledků. 
Z plně vyvinutých listů fíkusu byly korkovrtem vyraženy disky o průměru 15 mm.  
Na nich byla studována závislost koncentrace enzymů, pH a teploty na čase. Na základě 30 let 
zkušeností a pozorování byly vyvinuty základní pravidla pro úspěšnou izolaci rostlinných 
kutikul. 
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Pektinasa používaná k vinařskému průmyslu měla optimální činnost mezi pH 3 – 4,  
při vyšších pH 5 – 6 byl použit pufr kyseliny citrónové o koncentraci 0,01 mol/dm3, který byl 
upraven hydroxidem draselným a azidem sodným, kdy konečná koncentrace roztoku činila 
10
–3
 mol/dm
3. Azid sodný je látka, která se přidává za účelem potlačení růstu mikroorganismů 
v připravené směsi. Z daného experimentu bylo vypozorováno, že čas izolace kutikuly klesá 
s rostoucí koncentrací enzymů, v tomto případě postačují 1 – 2 hmotnostní procenta.  
Při obdobných metodách byla využívána směs enzymů pektinasy a celulasy, u níž bylo 
dokázáno, že molekuly enzymů pektinasy jsou schopné nahradit některé vlastnosti a tedy  
i činnosti celulasy. Z ekonomického i funkčního hlediska byla přítomnost druhého enzymu 
nutná.  
Častým jevem se stává neschopnost proniknutí enzymu pektinasy až ke středu listu, 
v tomto případě je nutné penetraci podpořit prostřednictvím přerušovaného vakua. Kdyby byl 
tento krok v procesu vynechán, mohlo by se stát, že enzymy budou působit pouze na hraně 
řezu disku a tím se izolace prodlouží o týdny. Přitom musí mít člověk na vědomí, že  
při jakékoli manipulaci s nádobou obsahující listové disky by měly být opatrné, protože 
nárazy na stěnu mohou způsobit poškození kutikuly a to zejména u typů, které jsou velmi  
tenké a křehké.  
Při této metodě enzymy vykazují zvýšenou aktivitu při teplotě v rozmezí 30 – 40 °C. 
V tomto rozsahu bylo dosaženo nejlepších výsledků permeability enzymů pektinasy listem. 
Celý experiment penetrace může trvat až 20 dní, kdy dojde ke vzniku tmavě hnědého roztoku, 
z něhož se mohou kutikuly vybrat tupou pinzetou a vložit do nádobky s deionizovanou vodou, 
která způsobí úplné odstranění buněčných zbytků. 
Pro lepší skladování a pozdější ovladatelnost jsou čisté izolované rostlinné kutikuly 
nataženy na malé kousky teflonu a stlačeny pomocí proudu vzduchu. Vždy se postupuje  
od středu kutikuly k jejich okrajům a to proto, aby bylo zamezeno problémům s jejich 
manipulací. Rychlého zasychání se dospěje prostřednictvím okolního vzduchu. Zaschlé 
kůžičky na teflonových podkladech se mohou uschovat do nádob, které je chrání před 
expozicí chemických látek v laboratoři [46]. 
2.4.2 Chemická izolace rostlinné kutikuly 
Jeden z prvních, kdo se zabýval transkutikulárním pohybem fungicidů přes listovou 
kůžičku rostlin byl Edgington [49], který při svých experimentech preparoval izolované 
rostlinné kutikuly pomocí chemické cesty. 
Stejně jako u enzymatické izolace, i zde byly vyříznuty disky o průměru 13 mm 
z kávových listů. Opět byla rozlišena adaxiální a abaxiální strana listu pomocí černého fixu, 
bylo totiž zjištěno, že transkutikulární pohyb je mnohem efektivnější, pokud prochází 
abaxiální stranou listu.  
Hlavním rozdílem jsou přísady pro přípravu roztoku, do kterého jsou tyto listy ponořeny. 
Jedná se o koncentrovaný roztok kyseliny chlorovodíkové, která obsahuje 60 % chloridu 
zinečnatého. I v tomto případě byl roztok infiltrován do disků listů prostřednictvím 
přerušovaného vakua. V tomto roztoku byly disky ponechány po dobu 2 – 3 dní, poté byly 
omyty vodou a pak byla odstraněna svrchní část listu pomocí tupé strany skleněné 
špachtličky, která byla ponořena do roztoku vody a streptomycinu (30 μm) při teplotě 4 °C. 
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Pod mikroskopem byl zjištěn stav kutikul, zdali nejsou nějak poškozeny, neboť  
i sebemenší poškození může vést k mylným výsledkům při studiu prostupu látek. Přitom 
manipulace s preparátem byla prováděna poměrně rychle, protože u rostlinných kutikul hrozí 
dehydratace, která může způsobit nevratné poškození kutikuly [49]. 
Obdobné izolace rostlinné kutikuly využil Edgington ve spolupráci se Solelem v roc 1972, 
kdy se pokusili o penetraci benzimidazolových fungicidů. K separaci rostlinné kutikuly 
využili listy z Malus sylvestris Mill. (česky jabloň planá).  
Nejdříve vyřízli 10 mm disky listů, poté si připravili 60 % ZnCl2 v 12 M kyselině 
chlorovodíkové. Připravený roztok potom infiltrovali pomocí vakua do a přes listy disků. 
Listy byly ponechány působení po dobu 2 až 3 dny, potom byly listy disků vloženy do vody, 
odkud byly získány průhledné kutikuly.  
Vyizolované kůžičky byly poté položeny na hliníkovou fólii, která měla vnitřní průměr 
6,5 mm a vnější 14 mm. Pod mikroskopem se potom zjišťovalo, zda daná strana je abaxiální 
nebo adaxiální. S disky muselo být manipulováno rychle, aby nedocházelo k jejich 
dehydrataci [47]. 
2.4.3 Mechanická izolace rostlinné kutikuly 
Pro mechanickou izolaci rostlinné kutikuly je nejdůležitější zvolit vhodný list, ze kterého 
bude izolace nejsnazší a s nejnižším rizikem poškození. Jedním z nich se stal právě 
Bryophyllum calycinum, který byl použit i v práci prof. Veverky v roce 2007 [50]. Ten 
studoval penetraci fungicidů přes rostlinnou kůžičky za účasti pomocných látek.  
Tento typ separace listové kutikuly je založen na proříznutí svrchní (resp. spodní) části 
listu a to buď skalpelem, a nebo lépe korkovrtem. Narušení listu ale nesmí být příliš hluboké, 
jinak hrozí poškození svrchní blány rostliny.  
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3. CÍLE PRÁCE 
Náplní této práce je studium penetrace huminových kyselin skrz rostlinnou kutikulu. 
Hlavním cílem bylo: 
 na základě literární rešerše navrhnout a otestovat jednu nebo více metod 
umožňujících izolaci listové kutikuly. Na základě těchto zjištěných postupů 
izolovat vzorky kutikul pro následné difúzní experimenty. 
 navrhnout jednoduchou metodu schopnou pro penetraci huminových kyselin skrze 
listovou pokožku. Tento vhodně zvolený postup otestovat na vzorcích 
separovaných kutikul za účelem vizuálního a objektivního popisu difúze  
huminových látek do listů. 
 navrhnout a na příkladu otestovat způsob vyhodnocení dat získaných z měřícího 
zařízení, který by umožňoval porovnání rychlosti transportu látky skrze jednotlivé 
vzorky listových kutikul.   
   24  
4. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
4.1 Pouţité chemikálie 
A) Enzymatická izolace: 
 kyselina citronová, 
 citrát sodný, 
 pektinása, Sigma, 
 5 % azid sodný, Lachema a.s. 
B) Chemická izolace: 
 35 % kyselina chlorovodíková, p.a., Lach–Ner s.r.o., 
 60 % chlorid zinečnatý, 
C) Penetrace: 
 lignohumát A, Amagro s.r.o., 
 agarosa, Sigma. 
4.2 Pouţité přístroje 
 UV–VIS spektrofotometr (Varian, Cary50), 
 digitální teploměr. 
4.3 Izolace rostlinných kutikul 
Abychom mohli studovat penetraci huminových kyselin, museli jme izolovat rostlinné 
kutikuly. Pro jejich separaci byly využity všechny tři zmíněné metody (viz. TEORETICKÁ 
ČÁST - kapitola 2.3). Pro přípravu potřebného materiálu bylo využito všech dostupných 
informací, ale i tak byly naše metody v některých věcech zjednodušeny (vysvětlení viz. níže).  
Pro izolaci byly vybrány 4 druhy listů: Bryophyllum calycinum (česky Náduť) (viz. Obr. 
11), Prunus laurocerasus (česky Bobkovišeň) (viz. Obr. 12), Rhododendron (česky 
Rododendron) (viz. Obr. 13) a Epipremnum pinnatum (česky Potos) (viz. Obr. 14). 
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Obr. 11 Bryophyllum calycinum  [51] 
Bryophyllum calycinum je velký, dužnatý list, světlejší barvy, který není příliš pevný a 
velmi snadno se u něj může stát, že dojde k jeho mechanickému poškození (promáčknutí 
nehtem). 
 
Obr. 12 Prunus lauroceerasus [52] 
Prunus laurocerasus je poměrně pevný, tvrdý list, tmavě zelené barvy, který není možné 
jen tak lehce poškodit. Pro separaci listových kutikul byly využity mladé, avšak zralé listy, 
které se projevují světle zeleným zbarvením (viz. označení v obr. 11). 
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Obr. 13 Rhododendron [53] 
Rhododendron je vysoce pevný, tvrdý list, který se vyznačuje tmavě zeleným zbarvením.  
I zde je poškození listu běžnou manipulací vyloučen. 
         
Obr. 14 Potos 
Potos je poměrně měkké křehké struktury. Je světle zeleně zbarvený a může u něj dojít  
k snadnému poškození, avšak se chová pevněji než zmiňovaná Náduť.  
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Charakteristické vlastnosti použitých listů jsou shrnuty v tabulce 3 (viz. Tab. 3). Jsou zde 
vystiženy charakteristiky jako barva, pevnost, tvrdost a vodnatost či nevodnatost vybraných 
druhů listů.   
Tab. 3 Vizuální charakteristiky listu před izolací 
List Bobkovišeň Rododendron Potos 
barva světle zelený tmavě zelený světle zelený 
pevnost pevný, tenký pevný, tenký křehčí, tenký 
tvrdost tvrdý tvrdý měkký 
vodnatý/nevodnatý  nízký obsah vody  nízký obsah vody  vyšší obsah vody  
4.3.1 Enzymatická metoda izolace 
Pro enzymatickou metodu izolace rostlinných kutikul byly využity informace z vědeckých 
publikací, od Schreibera a Schönhera [46] a od Perkinse a kol. [54]. 
Izolační roztok byl připraven z 0,2 M citrátového pufru, který obsahoval 3,11 g kyseliny 
citrónové, 1,5 g citrátu sodného v 1 litru vody a jeho pH mělo hodnotu 3,5. Do izolační 
nádoby bylo nalito 45 ml tohoto pufru, k němuž bylo přidáno 5 g pektinasy a 5 ml azidu 
sodného.  
Do toho roztoku byly vloženy listy, u kterých byla odstraněna za pomocí skalpelu hlavní 
žíla listu a také jeho okraje. Tímto byly odstraněny pozdější komplikace při samotné izolaci, 
kdy tyto části rostlin mohou způsobit protržení kutikuly. Všechny 4 druhy listů byly do toho 
roztoku ponořeny a ponechány po dobu 3 – 5 týdnů. Doba působení je však závislá na druhu 
listu. 
4.3.2 Chemická metoda izolace 
Pro chemickou izolaci rostlinných kutikul bylo čerpáno z vědeckých článků od Solela  
a Edgingtona [47]. 
Pro tuto metodu izolace byly opět použity stejné druhy listů. Pro přípravu roztoku bylo 
zapotřebí 10 ml koncentrované kyseliny chlorovodíkové a 17,7 g chloridu zinečnatého. Byl 
tedy připraven koncentrovaný roztok kyseliny chlorovodíkové s obsahem 60 % ZnCl2. Stejně 
připravené listy (viz. 1.1) byly dány do skleněné nádoby a zality tímto připraveným roztokem. 
Doba trvání této izolace byla 1 – 3 dny, kdy byly sledovány jednotlivé změny při separaci 
kutikul, tedy měnící se stav kůžiček. Při této metodě dochází ke zbarvení roztoku do hnědé až 
černé barvy (viz. Obr. 16). 
   28  
 
Obr. 15 Chemická izolace rostlinných kutikul 
4.3.3 Mechanická metoda izolace 
Mechanická metoda izolace rostlinných kutikul byla provedena na základě publikace 
profesora Veverky [50]. Pro tuto metodu izolace je nejdůležitější zvolit správný list, ze 
kterého bude separace kůžičky provedena nejsnáze a s nejnižším rizikem poškození. Jedním 
z nich se stal právě Bryophyllum calycinum, který je široký, velký, silný a dužnatý, a proto se 
jeho svrchní resp. spodní část dá snadno odstranit.  
4.4 Penetrace huminových kyselin  
Pro studium transportních jevů a zjištění jejich parametrů, v našem případě difúzního 
koeficientu D, jsou velmi často používána hydrogelová prostředí. Ta poskytují celou řadu 
experimentálních výhod – difúze v hydrogelu probíhá téměř stejně rychle jako v roztoku, 
ovšem za současného potlačení celé řady rušivých vlivů, jako je mechanická nebo teplotní 
konvekce apod. V našem případě byly připraveny 1 % agarósové gely a 1 % agarosový gel 
s příměsí lignohumátu. 
Pro přípravu 1 % agarosového gelu (pro množství 1 kyveta) bylo zapotřebí rozpustit  
0,07 g agarosy v 7 ml destilované vody. Tato směs byla za stálého míchání zahřátá na teplotu 
80 °C, kdy došlo ke vzniku čirého roztoku. Poté byla látka nalita do předem připravené čisté 
kyvety až po horní okraj. Potom byla kyveta ponechána ke zchladnutí a gelaci po dobu  
1 hodinu. Horní okraj kyvety byl při chlazení uzavřen, aby nedocházelo k vysychání  
a nerovnoměrnému chladnutí vzorku. 
Pro přípravu 1 % směsi agarosy s lignohumátem bylo postupováno obdobně, pouze s tím 
rozdílem, že přídavek agarosy nebyl rozpuštěn v destilované vodě, ale ve vodném roztoku 
lignohumátu. V 7 ml vody bylo rozpuštěno 0,07 g lignohumátu A a ke vzniklému roztoku 
bylo přidáno 0,07 g agarosy. Směs byla přivedena k teplotě 80 – 85 °C, poté byl roztok nalit  
do kyvety a ponechán ke ztuhnutí po dobu 1 hodina (viz. Obr. 16). 
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Obr. 16 Připravený 1 % agarosový gel a 1 % agarosový gel s 1 % obsahem lignohumátu A 
Samotná difúze HL probíhala v difúzním páru, tvořeném „zdrojovým“ gelem (1 % 
agarosa, 1 % lignohumátu) a „přijímajícím“ gelem (1 % agarosa), mezi nimiž byl upevněn 
vzorek kutikuly resp. listu, jehož propustnost pro lignohumát byla studována. Aby v důsledku 
netěsnosti v místě kontaktu gelů nedocházelo k vysychání gelů a kutikuly, bylo místo 
kontaktu utěsněno a upevněno pomocí parafilmu (viz. Obr. 17).  
 
Obr. 17 Systém připravený pro difúzi 
 Připravená série pro měření vždy obsahovala 2 vzorky pro jednotlivé kutikuly resp. listy. 
Tento systém byl ponechán penetraci po dobu 10 dní. V určitých časových intervalech  
(3, 7 a 10 dní) byl difúzní pár rozpojen a v přijímacích kyvetách byla v různé vzdálenosti od 
okraje gelu (a tedy od kutikuly) proměřena UV-VIS spektra na spektrofotometru Varian Cary 
50 (viz. Obr. 18).  
 
Obr. 18 UV-VIS spektrofotometr (Varian) 
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Celé měření bylo provedeno na posuvném stojanu (viz. Obr. 19), který umožňuje posun po 
kroku 1 mm a naměření tak široké škály spekter. Podle potřeby bylo nutné měření opakovat. 
Celkem byly připraveny a proměřeny 3 série difúzních párů, kdy každá série vždy obsahovala 
2 vzorky difúzních párů pro jednotlivé kutikuly a listy. 
 
Obr. 19 posuvný stojan (UV-VIS Varian) 
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5 VÝSLEDKY A DISKUZE 
5.1 Testování metod izolace rostlinných kutikul 
5.1.1 Enzymatická izolace 
Ne u všech typů listů se tento způsob izolace podaří. Bryophyllum calycinum byl ponechán 
v roztoku tři týdny, ale listy byly příliš jemné a lehce se trhaly, takže jakákoli manipulace 
s nimi vedla k jejich poškození.  Proces byl poté znovu opakován s tou změnou, že izolace 
byla prováděna po kratší době působení enzymu. Separace byla ozkoušena již po několika 
dnech resp. po jednom týdnu, ale ani tak se nepodařilo kutikulu získat. Tato metoda izolace se 
proto pro izolaci kutikuly z listu Bryophyllum calycinum neosvědčila.  
Potos je list, který byl ponechán v roztoku tři týdny a v tomto případě se izolace zdárně 
podařila. Působení enzymů na listovou strukturu většinou způsobuje hnědé zbarvení roztoku, 
ale v tomto případě k tomu tak nedošlo, ačkoli již z fotografie je patrné, že se list poměrně 
ztenčil a zprůhledněl (viz. Obr. 20). 
     
Obr. 20 Enzymatická izolace Potosu 
Značné problémy nastaly při přenosu listu do čisté nádoby s vodou, protože list se kroutil  
a hrozilo jeho poškození (protržení). Veškeré operace s ním musely být prováděny opatrně. 
Poté co byl list ponořen do vody, došlo k separaci kutikuly, která byla časově poměrně 
náročná, protože se muselo postupovat opatrně, ale výhodou bylo to, že tyto kutikuly 
neobsahovaly žádné buněčné zbytky. 
Přestože se metoda enzymatické izolace osvědčila pro kutikulu listu Potosu, získané 
kutikuly se jevily jako zcela nevhodné pro použití v následných difúzních experimentech, a to 
z toho důvodu, že se kroutí a jsou extrémně náchylné na mechanické poškození. Umístit tyto 
kutikuly na kyvetu a připevnit je bez protržení, bylo prakticky neproveditelné. A když už se to 
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náhodou podařilo, tak došlo k jejímu protržení při upevňování druhé kyvety obsahující 
agarosový gel. 
Prunus laurocerasus byl ponechán v nádobě po dobu 4 týdnů, to kvůli jeho pevné 
struktuře. Po tuto dobu došlo v důsledku působení enzymů nejen k zhnědnutí roztoku, ale  
i samotných listů (viz. Obr. 21). 
         
Obr. 21 Enzymatická izolace Prunus laurocerasus 
Tento druh listu se vyznačuje poměrně vysokou pevností, takže jeho přesun do nádoby 
s vodou byl snadný. Stejně tak snadná byla manipulace při samotné separaci kutikuly, která 
proběhla rychle a z níž byla získána vcelku pevná, světle hnědá kutikula, která neobsahovala 
žádné buněčné zbytky a s níž bylo snadné manipulovat (viz. Obr. 22). 
         
Obr. 22 Separace listové kutikuly z Prunus laurocerasus 
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Výsledkem tedy je, že i tento druh listu je možné izolovat pomocí enzymatické metody. 
Jedinou nevýhodou těchto listů je to, že jsou celkem úzké. Takže jejich pozdější aplikace na 
kyvety pro difúze lignohumátu, byly zapotřebí nejméně 2 kutikuly. 
Rhododendron je velmi pevný list, který byl ponechán v extrakčním enzymatickém 
roztoku 5 – 6 týdnů. Roztok byl v okamžiku ukončení extrakce zbarven jako u Bobkovišně do 
hněda a stejně tak tomu bylo i u listů (viz. Obr. 23). 
 
Obr. 23 Enzymatická izolace Rhododendronu 
Tento list se vyznačuje vysokou pevností kutikuly, takže nebyl problém při přenosu listu 
do nádoby s vodou a jeho separace. Izolovaná kutikula je pevná, takže jakákoli manipulace 
s ní je velmi snadná. Získaná blána byla světle hnědě zbarvená a neobsahovala žádné buněčné 
zbytky (viz. Obr. 24). 
 
Obr. 24 Separace listové kutikuly z Rhododendronu  
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Tato metoda nevyžadovala použití přerušovaného vakua či třepačky, které by urychlily 
proces izolace, protože doba působení byla delší než tomu bylo v publikaci [46], z níž byla 
brána inspirace a tato doba postačovala pro rozklad listu a tedy izolaci listových kutikul. 
Charakter listových kutikul vyizolovaných pomocí enzymatické metody jsou shrnuty 
v tabulce 4 (viz. Tab. 4). 
Tab. 4 Charakter kutikul po izolaci 
List 
Prunus 
laurocerasus 
Rhododendron Potos 
Bryophyllum 
calycinum 
barva 
průhledná (do 
hněda) 
Průhledná průhledná 
izolace  
se nezdařila 
buněčné 
zbytky 
málo nebo vůbec málo nebo vůbec žádné 
pevnost pevný  pevný málo pevný  
odolnost vysoká vysoká velmi nízká 
manipulace snadná snadná velmi těžká 
5.1.2 Výsledky chemické izolace 
Po prvním dnu působení bylo zjištěno, že u každého listu se vykazuje odlišná pevnost 
kůžiček a značné barevné změny můžeme pozorovat i na působícím roztoku, který s časem 
tmavne (viz. Obr. 25). 
 
Obr. 25 První den působení roztoku HCl s 60 % ZnCl2 
Bryophyllum calycinum se opět nepodařil vůbec separovat, protože již po prvním dnu 
působení došlo k prakticky úplnému rozkladu listu. Proto můžeme říct, že ani touto metodou 
není možné separovat kutikuly tohoto druhu listu. 
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Poté co byl Prunus laurocerasus převeden po chemické izolaci do nádoby s čistou vodou 
došlo k jeho okamžité separaci. Byla tak získána světle hnědá kutikula, která se vyznačovala 
vcelku vysokou pevností. Snadno se separovala, takže čas potřebný pro oddělení ve vodě byl 
několik sekund a poměrně dobře se získanými kutikulami manipulovalo. Jedinou nevýhodou 
byly vizuálně patrné buněčné zbytky, které na kůžičce zůstaly a musely být opatrně 
odstraněny, a to buď několikanásobným promytím vodou, nebo za použití pinzety.   
Potos se projevoval po prvním dnu izolace obdobně jako u enzymatické metody. Převedení 
do nádoby s vodou bylo obtížné, protože se kroutil, ale nakonec byla získána průhledná 
kutikula bez buněčných zbytků, která se vyznačovala nižší pevností než tomu bylo  
u Bobkovišně. 
Z Rhododendronu byla získána vysoce pevná, silná kutikula, která byla mírně zabarvena 
do hněda s vyšším obsahem buněčných zbytků, které byly odstraněny opakovaným promytím 
ve vodě a za pomocí pinzety.  
Po druhém dnu působení byla separace provedena obdobně. U Prunus laurocerasus  
a Rhododendronu bylo zjištěno, že kutikuly mají téměř stejné vlastnosti jako tomu bylo  
u jednodenního působení (pevnost, síla), pouze dochází k ubývání buněčných zbytků  
a kůžička ztrácí hnědý nádech. U Potosu dochází k jeho zeslabování, což vede ke zhoršení 
manipulace s touto kutikulou a vyšší riziko protrhnutí.  
Třetí den měl již jen význam pro Prunus laurocerasus a Rhododendron, protože je bylo 
ještě možné izolovat a kutikula se dala stále použít. V případě Potosu tomu tak nebylo, ten byl 
stále tenčí a tedy i náchylnější na manipulaci. I když se izolace podařila, vedla ke značnému 
porušení kůžičky a tedy nemožnosti jejího dalšího použití pro následné experimenty.   
Pro další dny již ztratila izolace smysl, protože i listy, u kterých byla získána poměrně 
pevná kutikula, byly nakonec úplně rozleptány kyselinou chlorovodíkovou. Touto metodou je 
možné izolovat listové kutikuly, avšak opět záleží na druhu a struktuře listu, se kterou se mění 
povaha separovaných kůžiček. Tato metoda nevyžadovala použití špachtličky, která by byla 
předtím ponořená do streptomycinu, který usnadňuje odstranění rozložené části listu, protože 
po ponoření do vody došlo lehce k izolaci. Shrnutí výsledků izolace se nachází v tabulce 5 
(viz. Tab. 5). 
Tab. 5 Charakter kutikul po izolaci 
Den Charakteristika 
Prunus 
laurocerasus 
Rhododendron Potos 
Bryophyllum 
calycinum 
1. 
barva průhledná průhledná průhledná 
izolace se 
nezdařila 
buněčné zbytky málo hodně 
málo nebo 
vůbec 
pevnost pevný velice pevný málo pevný  
odolnost vysoká velmi vysoká velmi nízká 
manipulace snadná snadná složitá 
2. 
barva průhledná průhledná průhledná 
buněčné zbytky málo/vůbec poměrně hodně žádné 
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pevnost pevný velice pevný málo pevný  
odolnost vysoká velmi vysoká velmi nízká 
manipulace snadná snadná složitá 
3. 
barva průhledná průhledná průhledná 
buněčné zbytky žádné málo žádné 
pevnost pevný pevný 
velmi málo 
pevný  
odolnost vysoká velmi vysoká velmi nízká 
manipulace snadná snadná 
velmi 
složitá 
5.1.3 Výsledek mechanické izolace  
Pro snadné odstranění nežádoucí strany listu je zapotřebí, když je list narušen nějakým 
ostřejším předmětem jako je například korkovrt, špachtlička či jinými, kdy je potom možné 
jednoduše ručně za použití nehtů vrstvu sloupnout. Je ovšem třeba dávat pozor na to, aby při 
narušování listu korkovrtem nedošlo k proražení na skrz.  
       
Obr. 26 Mechanická metoda izolace rostlinných kutikul 
Výsledkem aplikace této metody u Bryophyllum calycinum byla průhledná blána, zbarvená 
mírně do zelena (viz. Obr. 26), která se vyznačovalo středně vysokou pevností, určitě vyšší 
než tomu bylo u Potasu, ať byl preparován chemicky či enzymaticky. Manipulace s ní byla 
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celkem snadná, ale velký pozor se muselo dávat při umísťování kutikuly na kyvetu a při 
uchycování i druhé kyvety, kdy při různých machinacích mohlo dojít k protržení. 
5.1.4 Výsledky penetrace huminových kyselin  
 Proces difúze dle uvedeného postupu trval celkem 10 dní. Během této doby došlo ve třech 
časech (3, 7 a 10 dní) k proměření jednotlivých spekter. Z fotografií (viz. Obr. 27, 28 a 29) je 
patrné, jak látka v závislosti na čase pronikala jednotlivými druhy kutikul. V tabulce (viz. 
Tab. 6) jsou uvedena použitá označení pro jednotlivé vzorky. 
Tab. 6: Označení vzorků připravených pro měření  
Vzorek označení 
standard (gel-gel) S 
Rhododendron – CHI 
1/1 
1/2 
Prunus laurocerasus – CHI  
2/1 
2/2 
Prunus laurocerasus – EI  
3/1 
3/2 
Bryophyllus calycinum - MI 
4/1 
4/2 
Na Obr. 27 je vyfocen systém po třídenní penetraci lignohumátu. Rychlost látky pro dané 
dva vzorky téže kutikuly je téměř stejná. Vizuálně se zdá, že nejrychleji proniká látka 
kutikulou Nádutě (viz. Obr. 27 – poslední 2 vzorky vpravo), která byla izolována 
mechanickou metodou. Kyveta má poměrně stejné zbarvení a rychlost prostupu jako 
srovnávací vzorek zdrojový gel – přijímací gel bez vložené kutikuly (viz. Obr. 27 – úplně 
vlevo).  
  
Obr.27 Penetrace HK (3dny) – z leva: gel-gel, Rhododendron – chemická izolace,  
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Prunus laurocerasus – chemická izolace, Prunus laurocerasus – enzymatická izolace, 
Bryophyllus calycinum – mechanická izolace 
Při proměřování jednotlivých spekter u přijímacích kyvet na UV-VIS spektrofotometru, 
bylo však v případě této kutikuly zjištěno, že byla kutikula u obou dvou vzorků protržena, 
čímž se výrazně zvýšila rychlost transportu lignohumátu. Experiment byl pro tuto kutikulu 
zopakován a byl ponechán jeden vzorek, který sloužil k porovnání s ostatními. 
Prostřednictvím něj bylo také možné zjistit, zda-li naměřená spektra bude možné vyhodnotit  
a zároveň, jak se bude kutikula Nádutě odlišovat od ostatních. 
 
Obr. 28 Penetrace HK (7 den) – z leva: gel-gel, Rhododendron – chemická izolace,  
Prunus laurocerasus – chemická izolace, Prunus laurocerasus – enzymatická izolace, 
Bryophyllus calycinum – mechanická izolace 
 
Obr. 29 Penetrace HK (10 den) – z leva: gel-gel, Rhododendron – chemická izolace,  
Prunus laurocerasus – chemická izolace, Prunus laurocerasus – enzymatická izolace, 
Bryophyllus calycinum – mechanická izolace  
5.1.5 Problémy při přípravě difúzní soustavy 
Většina praktických problémů a omezení při provádění difúzních experimentů dle 
navrženého postupu byla spojena se samotnou listovou kutikulou. Tato tenká kůžička je totiž 
velmi citlivá na správnou vlhkost. Veškeré úkony spojené s izolací kutikuly se prováděly ve 
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vodném prostředí a jakákoli manipulace s ní byla poměrně časově omezená, aby nedošlo 
k její dehydrataci. Dehydratace vyizolované membrány vede ke vzniku křehkého materiálu, 
který připomíná svou strukturou a vlastnostmi rybí šupinu (viz. Obr. 30). Kutikula bez obsahu 
vody ztrácí svou pružnost a praská. 
 
Obr. 30 Dehydratovaná listová kutikula 
Kutikula je útvar, který nesmí být vysušen, jinak ztrácí svoje mechanické vlastnosti, ale 
zároveň nesmí být příliš hydratován. Nadměrné množství vody způsobuje změkčení kůžičky, 
která se následně trhá a opět se snižuje schopnost manipulace s kutikulou. Problém nevznikl 
ani tak při připevňování kutikuly na zdrojový gel s obsahem lignohumátu, jako spíš až při 
fixaci druhého difúzního média (přijímajícího agarosového gelu). Aby bylo minimalizováno 
možné protržení kůžičky, musely se kyvety při fixaci hlídat, aby nedošlo k jejich 
sebemenšímu otočení. Proto byla kutikula na pevno přichycena ke kyvetě parafilmem, který 
tak omezuje její pohyblivost.  
Tento problém se nejvíce týká měkčích, tenčích kutikul, mezi něž patří právě kůžičky 
Nádutě. Pro předejití nebo alespoň minimalizování těchto problémů je vhodné kutikulu nechat 
trochu oschnout. Při proměřování kyvet na UV–VIS spektrofotometru zase hrozilo vysušení 
kutikul, proti tomu se osvědčilo potření horního povrchu kutikuly na přijímacím gelu vodou 
navlhčeným bříškem prstu.   
5.2 Stanovení koncentrace huminových látek v difúzním médiu 
Jak již bylo uvedeno, schopnost lignohumátu penetrovat skrz testované kutikuly různou 
rychlostí bylo možné rozlišit jednoduše vizuálně. Pro objektivní hodnocení rychlosti 
transportu byla ovšem použita metoda UV-VIS spektrofotometrie. Byla stanovena UV-VIS 
spektra v přijímacím gelu v různé vzdálenosti od kutikuly, z těchto spekter byla na základě 
kalibrační křivky vypočtena koncentrace lignohumátu v různých místech gelu a z tohoto 
koncentračního profilu gelů byly nakonec stanoveny difúzní parametry jednotlivých vzorků. 
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5.2.1 Stanovení kalibrační křivky 
Pro možnost vyhodnocování naměřených dat bylo zapotřebí sestavit kalibrační křivku. Ta 
byla naměřena za pomoci šesti připravených gelů obsahujících odlišné množství huminových 
látek (viz. Obr. 31).  
 
Obr. 31 Kyvety obsahující gel s HK pro kalibraci – z leva:  0,05 %, 0,04 %, 0,02 %, 0,01 %, 
0,005 % a 0,001 % 
Pro sestavení kalibrační křivky bylo zapotřebí připravit agarosové gely o různé koncentraci 
lignohumátu – konkrétně 0,5 %, 0,1 %, 0,05 %, 0,01 %, 0,005 % a 0,001 % gely. Koncentrace 
lignohumátu v takto připravených vzorcích byla homogenní v celé kyvetě. Byla proměřena 
UV-VIS spektra těchto vzorků. Z výsledků ale bylo zjištěno, že 0,5 % a 0,001 % gely mají 
příliš vysokou resp. nízkou absorbanci, kterou není možné změřit. Z důvodů nízkého počtu 
bodů takto získané kalibrační křivky byly připraveny ještě gely s obsahem lignohumátu  
o koncentraci 0,02 % a 0,04 %. Z těchto naměřených dat byl sestaven graf (viz. Graf 1). 
V něm jsou znázorněna absorpční spektra hydrogelů získaná ze spektrofotometru v rozsahu 
400 – 900 nm.   
 
Graf 1: Naměřená spektra pro kalibraci na UV-VIS spektrofotometru   
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Z těchto naměřených dat byla vynesena závislost absorbance na koncentraci gelu  
s obsahem lignohumátu. Byla tak získána kalibrační křivka (viz. Graf 2). 
 
Graf 2: Kalibrační závislost pro stanovení obsahu lignohumátu v agarosovém gelu 
 Kalibrační křivka potvrzuje Lamber – Beerovo pravidlo - má lineární průběh. Křivky 
nevychází z nuly, protože i agarosový gel absorbuje a rozptyluje záření v oblasti UV-VIS 
(absorpční spektra byla měřena proti destilované vodě). 
5.2.2 Stanovení koncentračních profilů 
Obdobným (viz. kapitola 4.5.1) způsobem byly naměřeny a vyneseny grafy pro připravené 
vzorky. Měření probíhalo v rozsahu 200 – 900 nm a bylo využito posuvného stojanu (viz. 
Obr. 19), který umožňuje proměření spekter v různých místech kyvety. Pro naše měření byl 
zvolen krok 1 mm.  
V grafech (viz. Graf 3 a 4) jsou uvedeny příklady naměřených koncentračních profilů pro 
vzorek 1/1 a 2/1. 
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Graf 3: UV-VIS spektra v přijímací kyvetě v různé vzdálenosti od kutikuly (vzorek 1/1)  
 
Graf 4: UV-VIS spektra v přijímací kyvetě v různé vzdálenosti od kutikuly (vzorek 2 /1) 
Koncentraci lignohumátu v prvních 4 mm od kutikuly nebylo možné stanovit, protože 
v těchto místech byla koncentrace HK příliš vysoká a dále zde zasahuje i část posuvného 
držáku, která také brání měření. Z rovnice lineární regrese kalibrační křivky byly vypočteny 
koncentrace pro jednotlivé experimenty. Výsledná koncentrace byla získána jako průměr 
koncentrací stanovených při 600, 700 resp. 800 nm. Koncentrace pro tato tři měření jsou 
zakresleny v grafech (viz. Graf 5 a 6).   
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Graf 5: Koncentrační profily v přijímacím gelu pro různou dobu experimentu (vzorek 1/1) 
 
Graf 6: Koncentrační profily v přijímacím gelu pro různou dobu experimentu (vzorek 2/1) 
 
   44  
5.3 Stanovení difúzních parametrů 
 Difúzní transport lignohumátu přes kutikulu byl v předchozích kapitolách popisován 
pomocí vizuálního pozorování resp. prostřednictvím koncentračních profilů lignohumátu 
v přijímacím gelu (viz. kapitola 4.5). Avšak nejlepší způsob jak vyjádřit difúzní proces, je 
zjistit některý z obecných transportních parametrů, mezi něž patří například difúzní 
koeficient. 
Aby bylo možné vypočítat difúzní koeficient z celkového transportovaného množství skrz 
kutikulu, bylo by zapotřebí změřit spektra v celém rozsahu, což v našem případě nebylo 
možné (vysvětlení viz. výše). Námi naměřená data byla získána pro část gelu od 5 mm 
vzdálenosti od kutikuly prakticky po konec kyvety. Z grafu 7 je zřejmá lineární závislost 
integrálu koncentrace lignohumátu v této části vybraných vzorků ne odmocnině času, což je 
závislost typická pro Fickovskou difúzi. Dále je z grafu zřejmá očekávaná tendence, kdy 
rychleji difundují HK přes chemicky izolovanou kutikulu, než přes vzorek listu (v uvedeném 
případě Bobkovitě je rychlost transportu přes chemicky izolovanou kutikulu nižší než přes 
kutikulu izolovanou enzymaticky).  
 
Graf 7: Závislosti integrálu koncentrace na odmocnině z času pro Bobkovišeň  
Způsob, jímž je možné stanovit difúzní koeficient z námi naměřených dat, se sestává  
z proložení experimentálně stanoveného koncentračního profilu teoretickou funkcí, která 
odpovídá závislosti koncentrace difundující látky na vzdálenosti od počátku hydrogelu 
v použitém případě difúzního páru: 
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kde c je koncentrace difundující látky,  c0 je koncentrace látky na fázovém rozhraní, x je dráha 
difúze, D difúzní koeficient látky a t je čas difúze. 
Toto proložení se provádí za pomoci iterační metody nejmenších čtverců. Námi hledané 
parametry jsou c0 a D, k jejich zjištění byl použit nástroj Řešitel aplikace Microsoft Excel. 
Vyhodnocení transportních parametrů (viz. Graf 8).  
 
Graf 8: Příklad stanovení difúzního koeficientu D a koncentrace c0 z koncentračního profilu 
(vzorek 2/1) 
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6 ZÁVĚR 
Cílem této bakalářské práce bylo vypracovat literární rešerši na téma foliárního hnojení  
a transportu látek přes listové kutikuly. Na základě takto zjištěných poznatků byla navržena  
a otestována metoda studia transportu lignohumátu do listů, sestávající se z několika kroků: 
izolace vybraného vzorku rostlinné kutikuly, difúzního experimentu a odpovídajícího 
vyhodnocení experimentálních dat.  
Celý proces foliárního hnojení je postaven na listech rostlin a jejich struktuře. Pokud má 
látka nějakým způsobem zasáhnout do stavby listu, musí překonat rostlinou kutikulu. Ta se 
také stala předmětem našeho zkoumání. Jako vzorový model pro transport látek přes 
průhledné kůžičky listů byl zvolen systém dvou gelů, které jsou od sebe odděleny touto 
separovanou tenkou membránou.  
Izolace listových kutikul je založena na třech metodách separace (viz. kapitola 2.3). Ty se 
při svém testování velmi osvědčily. Stejně dobrým řešením problému transportu látek se stal 
agarosový gel, ve kterém vlastní difúzní proces penetrace probíhal. Celý difúzní systém byl 
založený na dvou kyvetách naplněných inertním gelem, kdy přijímací gel byl proměřen na 
UV – VIS spektrofotometru. Z něj byla získána data pro další charakterizaci transportu 
materiálu přes rostlinné kutikuly. Kromě koncentračního profilu látky v závislosti na čase 
byla navržena také metoda stanovení difúzního koeficientu.  
Tato metoda je vhodná pro posouzení schopnosti hnojiva penetrovat do listu.   
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8 SEZNAM POUŢITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
8.1 Pouţité symboly 
Symbol  Význam symbolu      Jednotka 
c    koncentrace difundující látky      mol⋅m3  
c0    koncentrace látky na fázovém rozhraní   mol⋅m
3
   
D    difúzní koeficient látky      m2 ⋅s1 
K    rozdělovací koeficient procházející látky  
k*   rychlostní konstanta      mol1⋅s1 
socols ll    délka cesty difúze v limiting cuticles   mm
 
t    čas difúze       s 
x    dráha difúze       mm 
x    tloušťka membrány      mm 
8.2  Pouţité zkratky 
CHI chemická izolace 
D  difúzní koeficient 
EI  enzymatická izolace 
FK  fulvinové kyseliny 
HK  huminové kyseliny 
HL  huminové látky 
HU  huminy 
MI  mechanická izolace 
UDOS měření mobility pomocí jednostranných desorpcí od vnějšího povrchu 
UV  ultrafialová oblast spektra elektromagnetického záření 
VIS  viditelná oblast spektra elektromagnetického záření 
 
 
